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　　　Recent　studies　on　ilnmun．Qlogical　competence　of　cancer　patiellts　especially　of　lymphocyte　function
have　disclosed　some　cellular　o．r　humoral　abnormalities　that．皿ight　be　attributable　to　the　presence　of　the
malign．ant　tumor　in　the　host．　It　is．　kno．wn　that　lymphocyte　function　can　be　assessed　by　the　1’z？ゾ孟’・θ
phytohemagglutinin（PHA）一induced　lymphocyte　transformatioロreaction．　The　pr．ecis．e　mechanism　of　the
altered　res．ponse　of　lymphocytes　to　added　mi．togen～ノ1て，’オ’一〇in　patients　with　carcinQma　is　largely　unknown．
The　present　study　was　carried　out　to　elucidate　the　role　of　serum　factor（s）in　sera　of　cancer　patients
which　inhibit　the　response　of　lymphocyte　to　PHA．
　　　　1）The　rate　of　blastogenesis　and　3H－thymidine　uptake　of　Iymphocytes　by　PHA　signi丘cantly　decrease〔l
in　cancer　patients　as　compared　with　normal　controL
　　　2）　There　was　no　appreciable　difEerence　between　lymphocytes　obtained　fronl　cancer　cases　and　normal
individuals　regarding　tlle　rate　of　attachment　of　added　PHA　to　lymphocyte　which　was　assessed　by　the
trac．er　technique　using　1251－1abeled　PHA－p．
　　　　3）It　was　found　that　the　addition　of　sera　of　cancer　patien．ts　to　normal　lylnphocyte　culture　signifi－
cantly　suppressed　the　rate　of　blastogenesis．　On　the　other　han．d，　by　washing　lymphocytes　from　cancer
patients　with　Eagle　MEM　and　resuspending　in　culture　media　containing　normal　serum，　the　depressed　rate
of　blastogenesis　returlled　tQ　subnormal　levels．
　　　　4）The　degree　of　suppressiQn　of　PHA－blastog．enesis　by　sera　of　cancer　patients　w紋s　well．　correlated
w．．ith　the　diseased　state　of　individual　case．s，　i．e，　terminal　cases　showed　the　lowest　r盆tes　of　blastogenesis．
Cases　of　gastric　carcinoma　in　which　rad1cal　operation　was　undertaken　generally　showed　a　restoration　of
Iymphocyte　function，　whereas，　cases　receiving　mere　palliative　operations　sho“・e．d　no　improvement　in
suppressed　values　of　blastogenesis　by　PHA．
　　　　5）Although　PHA－induced　blastogenesis　of　normal　lymphocytes　was　signi丘cantly　inhibited　by　the
addition　Qf　toxohormone　extracted　from　surgically　removed　gastric　cardinoma　tissues　and　pur．i丘ed　by
column　chfomatography，　the　adsorption　rate　of　1251－PHA　to　cultured　lymphocyte　was　not　hindered　by
the　addition　of　the　sam．e　substance　indicating　that　cQmpetition　of　PHA　receptor　on　the　Iymphocyt．e
sur．Face　by亡he　added　toxohormone　may　no亡be　the　cause　of　the　phenolnenon．
　　　　6）Continued　administration　of　k）xohormone　in　minute　doses．　to　rats　resulted　ill　a　significant　de．pres－
siQn　o．E　PHA－induced　blastogenesis．
　　　In　summary，　it　appears　that　Iymphocyte　function　of　cancer　patient　assessed　by　the　PHA　blas亡ogenesis
test　is　signi丘cantly　depresse．d　by　the　p．reselユce　of　m．allgnant　tumor　in　the　host．　This　ef〔ect．seeme．d　to　be
caused　by　certain　humoral　factor（s）in　sera　of　caロcer　patients．　／’卍．・【・’‘’・θ　studies　by　the　use　of　toxohGr－
mo．11e　extracted　from　gastric　carcinolna　als〔）support　this　concept，
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緒 言
　癌の免疫が癌細胞の抗原性と担癌宿主のそれに対する免
疫応答によって成立することは明らかである．すでに腫瘍
特異抗原tumor　speci五。　antigen，腫瘍関連抗原tumor
associated　antigenの存在が知られているが1・2・3），この
様な抗原に対する免疫応答には体液性免疫humoral
immunityと細胞性免疫cellular　ilnmunityの2種類が
あり，担癌生体においては細胞性免疫の低下，すなわち
delayed－type　hypersensitivityおよびallogenic　graft
rejectionの障害が特徴的変化とされている．これらの細
胞性免疫能はthymus－dependent　lymphocyte（T一リン
パ球）により担われていることからT一リンパ球の機能を
示すものとして1〃て1～〃’oのphytohemagglutinin（PHA）
によるリンパ球の幼若化現象は現在もっとも普遍的な細胞
性免疫能を知る手段とされている．リン一陽をPHAとと
もに短時間培養すると，リンパ球は大型化し，かつ幼若化
し盛んに分裂を開始し，生化学的には多種類の1ympho－
cytic　mediatorを産生するにいたるのである・この現象
がlymphocytic　blastogenesisあるいはblastoid　cell
transformationといわれるものであって，細胞性免疫に
働くT一リンパ球の機能面と密接な関連性が示されている．
したがってこの手技を用いて多くの研究者は癌患者のリン
パ球におけるPHAによるblastogeneslsの障害を報
じ4・5，6，7），これにより癌患者の細胞性免疫の低下を説明し
うるとしている．しかしこの様な癌患者のリンパ球の
PHA反応の障害が，癌患者では正常リンパ球と異なる異
常リンパ球の産生によるのか，あるいは癌患者の血清側の
障害機構に起因する外的因子によるものかは，担癌生体の
細胞性免疫の低下を考察するのに重要な問題であるが今日
までに必ずしも明らかにされていない．
　著者はこの様な見地から癌患者リンパ球の～〃て，’カηに
おけるPHA反応の障害機序を検討し知見をえたのでここ
に報告する．
実験材料および実験方法
A．実験材料
1）人リンパ球および血清
　正常健康者20例および癌患者48例，すなわち胃癌38
例，肺癌5例，膵癌3例および大腸癌2例からのリンパ球
および血清を用いた．さらに北海道血液銀行から正常人標
準AB血清をえた．血清はいずれも56℃30分間非働化し
た後使用した．
2）ラットリンパ球および血清
　一定の環境下ですくなくとも3週間はoriental固型飼
料で飼育した体重130～150g前後の岐阜系雄ラット80匹
を使用し，これらよりリンパ球および血清をえた．血清は
使用に際し56℃30分間非難化した．
3）3H’thymidine
　The　Radiochemical　Centre　Amersham製specific
activity　5　Ci！m　molの3H－thymidineを使用した，
4）Phy亡ohemagglud且in（PHA’p）および
　　　1251標識PHA’P
　PHA－PはDifco社製のものを使用し，　Na　1251は
Din bot　RI研究所製specific　activity　188　m　Ci／m4の
ものを使用した．1251標識PHA－Pの作製は後述するよ
うにHunter8），　Greenwoodら9）の方法により1251を
PHA－Pに標識し，　Sephadex　G－75　columnにより分離
精製した．1251標識PHA－Pのspeci丘。　activityは21．6！‘
Ci／mgであった，
5）Toxohor皿one
　中原ら10）の方法により人胃癌組織の非壊死部分から粗
toxohormoneを抽出し，粗toxohormoneとした．さら
にこの粗toxQhormoneを福田ら11）の方法によりDEAE
Seph dex　A－50　columnを用いて分画し，第2分画を精
製toxohormoneとして用いた．対照としては正常人胃組
織から同じ方法で分画抽出した物質を使用した．
B．実験ならびに実施方法
1）実験方法
　（1）末梢リンパ球の分離方法
　Heparin処理を施した注射器で，人血液は肘正中皮静
脈より，ラット血液は開腹後直ちに，腹部大動脈より採血
し，室温に！時間，45度の傾斜で静置し，赤血球層と白血球
を含む血漿層に分離し白血球を含む血漿をRabinQwitz12）
にならい，37℃に1時間保温したglass　beads（φ0．5　mm）
を含むglass　beads　columnを通過させ，平均純度973％
のリンパ球をえた．このリンパ球の浮遊液0．1m4に0．5％
trypan　blue生理食塩水を0．05　m4加え，直ちに鏡検する
に，そのviabilityは98％以上であった．
　（2）末梢リンパ球の幼若化率測定と3H－thymidine
　　　uptakeの実験方法
　a）培養方法
　上記リンパ球浮遊液を，人リンパ球の場合Eagle　mini－
mum　essential　Inedium（Eagle　MEM）により1回洗浄
し，ラットリンパ球の場合にはMetcalfの方法13）により
Eagle　MEMで3回洗浄した後，　Mooreheadら14）の方
法により，リンパ球を106／m6になるようにautologous
またはhomologous血清を10％含むEagle　MEMで調
製し組織培養捻rl試験管（16×55　m／m）に各々1m6分注
した・さらに，PHA－P　13・5μ9（0．01　m6）を添加した後，
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CO2細胞培養恒温器で，37。C　pH　7．2の寒駅で72時間培養
した．対照として，PHA－Pを添加しない場合および正常
人標準AB血清を添加した場合につき検討した・
　b）幼若化率算定法
　培養72時間後，培養細胞浮遊液を遠沈管にとり，1200
回転5分間遠心分離した．その沈渣に，低張Hank’s液
（Hank’s液1：蒸留水4）をそそぎ，37。C　15分間放置後，
Carnoy液にて固定後，！200回転5分間遠心分離した・こ
の沈渣から塗沫標本を作成し，May－Giemsa染色標本に
つき1000個のリンパ球を鏡検した．　このうち核，細胞質
が共に増大した大型の細胞で核が淡く，びまん性の核
chromatinを有する細胞，数個の核小体を有する細胞お
よび塩基性の原形質に小さな空胞を有する細胞を幼若化細
胞として数え，下記の式で幼若化率を求めた．
　　幼若化率一両灘繍，〉・…
　c）3H－thymidine　uptakeの測定法
　上記培養後，70時間目に培養試験管あたり3H－thymi－
dine　1．0μCiを培地に添加し，さらに37QC　2時間培養し，
培養後millipore丘1ter（φ25　mm，　pore　size　O・45μ）上に
リンパ球浮遊液をそそぎ，真空ポンプにて吸引し培養細胞
を集めた．試験管に付着した細胞はHank’s液を用いて，
試験管を3回洗浄することによりmillipore丘lter．しに集
めた．次に冷却した5％trichl。roacetic　acid（TCA）液
10m6をそそぎ，　milipore丘lterをcounting　via1に移し
室温で乾燥した．このcounting　vialにPPO－POPOP
toluene溶液（2，5－Diphenyloxazole（PPO＞4gr・，1，4－Bis
［2一（5－phenlyoxazolyl）エーbenzene（POPOP）0．05　gL，　tolu－
ene　1，000　m6）10　m6を加え，　Horiba　liquid　scintilation
spectro皿eterにて放射活性（cpln）を測定し，3H－quellch－
ing　curveから各検体のquenching補正を行いSample
ら15）にしたがい単位細胞の3H－thymidine　uptakeを壊
変率（dpln）で表わした．同一検体は，　triplicateし平均
値を用いた．
　（3）1251標識PHA－Pのリンパ球膜面への結合に
　　　関する実験方法
　a）1251識識PHA－Pの作製
　Hunter8）Gτeenwoodら9）の方法によりchloramin　T
法で1251標識PHA－pを作製した・Na　1251（sPeci丘。　ac’
tivity　188　mCi／m6）（0．006　m4）を含むゴム栓付’ビン（10
m6）に0。05　M　phosphate　bu任er（PB）pH　7，50．2　m6を
注入し，さらにPHA－P　O．41ngを含む0，05　M　PB　pH　7．5
0．1m6およびchloramin　T！00μgを含む0．05　M　PB　pH
7．50．1m4を注入し混和した．1分後sodium　metabi－
sul｛ite（NaS205）G．25　mgを含む0．05　M　PB　pH7．50．l　mζ！
を注入し余分のchloramin　Tを還元し，　KI　2　mgを含
む0．05MPBpH7。50．5m6を加え混和して標識を終了
した．次に遊離放射性物質を除去する目的で，1251標識
PHA－Pを含む混合液をSephadex　G－75（Pharmacia
Fine　Chemicals製）column（2．5×100　c皿）でgel濾過
しvoid　volUIne流出に引き続き流出する分画を集めた。
蛋白量はLowry－Folin法により測定し，放射性活性を
well　tyPe　scintillation　counte「により測定した．125工
標識PHA－Pのspeci五。　activityは21．6μCi／mgであ
った．
　b）L251標識PHA－Pのリンパ球膜への結合測定
　1251標識PHA－Pのリンパ川州への結合はBorbergら16）
の方法にならった．リンパ球106個日よびautQlogQus亘且
清を10％に含むEagle　MEM　l　m4を試験管に注入し，
1251標識PHA－p　135μg（0．0！m6）を添加後，20℃でゆる
く混和した・30分後に細胞をmillipore　filter上に集め
非放射性PHA－P　135μ9およびautQlogous血清を！0％
に含むEagle　MEM！0　m4でリンパ球を洗浄し，1251標
識PHA－P結合リンパ球の付着し．たmillipore丘lter膜を
測定用試験管に移し，放射活性をwell　type　gamma　scin－
tiration　counterで測定し単位リン・・球に結合するPHA
分チ数でその結合能をあらわした・すなわち下記の式で求
めた．
PHA分子数＝
　王位リンパ球に結合するPHAの蛋白量
　　　　PHA－pの分予量（MW　138，000）
　　　×アボガドロ数
　但し，PHA－Pの分子・量はRigasら恥の数値（138，000）
によった．アボガドロ数は6．024×1023とした．
　（4）1／H・’か噛。のリンパ球のPHA反応におよぼす
　　　各種血清添加の影響に関する実験方法
　正常人リンパ球および各種癌患者リンパ球106個を含む
Eagle　MEMに各々autologousおよびhomologous∬且
清を10％になるように添加後，その！m6を培養しPHA
反応におよぼす影響を検討した・対照として正常人標準
AB血清を10％になるように添加し各々PHA－Pを添加
した場合および添加しない場合につき検討した，
　（5）ルzτ・’オ”oのリンパ球のPHA反応におよぼす精製
　　　toxohormolle添加の影響に関する実験方法
　Pisciotaら18）にならい正常人リンパ球！06　f固および正常
人標準AB血清を10％含むEagle　MEM　l　m6を組織培
養野口試験管に分注した，この試験管に精製toxohor－
mone！0μg，25、〃g，50／‘g，75μg，100μgおよび150μg
の各量を含む生理食塩水0．011116を添加し37℃30分閲
pH　7．2の條件で保温後，　PH　A・p　13．5μ9（0．01　m6）を添加
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し幼若化率と3H－thymidine　uptakeを検討した．対照と
して生理食塩水のみの場合および正常胃組織から同様に抽
出した物質を各量添加した場合のPHA反応を検討した・
　（6）1251標識PHA－Pのリンパ球膜への結合に対する
　　　精製toxohormoneの影響の実験方法
　正常人リンパ球106個および正常人標準AB血清を10％
含むEagle　MEM！m4を試験管に分注した．この試験
管ヤこ精製　tQxohQrmone　10μg，25μg，50μg，75μg，1QO
μ9および！50μ9の各量を含む生理食塩水0．01m6を添加
し，20℃pH　7．2の湿田で30分間静置後さらに1251標識
PHA－P　13．5μ9（0．01　m4）を添加し，20。Cで混和した・こ
の30分後細胞をlnillipore丘lter膜上に集め非放射性
PHA－P！35μg，精製toxohormone各量およびauto1－
ogous血清を10％含むEagle　MEM！0　m4で細胞を洗
浄し1251標識PHA－P結合リンパ球の付着したmillipore
丘lter膜の放射活性を測定し，ユ251標識PHA－Pのリンパ
球膜への結合に対する精製toxohormoneの影響を検討
した．対照として生理食塩水のみの場合および正常胃組織
から同様に抽出した物質を各量添加し検討した．
2）実施方法
　（1）脇床実験
　a）各種癌患者リンパ球のPHAによる幼若化率と
　　　3H－thymidine　uptakeの実施方法
　各種癌患者48例および胃癌劉出術後2週間目の患者11
例のリンパ球にautologous血清を加えPHAによる幼若
化率と3H－thymidine　uptakeを検討した．対照として正
常人リンパ球20例のPHA反応につき検討した．
　b）Ir腎癌患者リンパ球の洗浄による幼若化率
　　　および3H－thymidine　uptakeの変動
　胃癌患者8例のリンハ球をEagle　MEMで3回洗浄後
homologous正常人血清を加えPHAによる幼若化率と
3H－thymidine　uptakeを検討した．対照としては胃癌患
者リンパ球をEagle　MEMで！回洗浄後autologous胃
癌患者血清を加えた後，PHA反応を検討した．
　c）1251標識PHA－Pのリンパ球膜面への結合
　正常健康者20例，胃癌患者20例のリンパ球につき実施
した．
　d）正常人リンパ球のPHA反応に対するautologous
　　　およびhomologous血清添加の影響
　Sarnpleら15）にしたがい正常人リンパ球を用い，　autol’
ogQus，　holnologousの正常人血清，　homologous胃癌
患者血清をそれぞれ培地に加えた場合のPHAによる3H－
thymidine　uptakeをそれぞれ求め，これと正常人標準
AB　J血清を培地に加えた場合の3H－thymidine　uptake比
すなわちstimulation　rationで検討した．
　e）胃癌患者リンパ球のPHA反応に対するautol－
　　　ogousおよびhomologous血清添加の影響
　胃癌患者リンパ球10例を用いautologous，　homolo－
gous胃癌患者血清10例およびhomologous正常人血清
10例を培地に添加した場合のPHAによる3H－thymidine
uptakeをそれぞれ求め，これと正常人標準AB血清を培
地に加えた場合の3H－thylnidine　uptake比で検討した．
　f）各種癌血清添加による正常人リンパ球の
　　　PHA反応の成績
　i）各種癌患者血清との関係
　正常人血清20例，各種癌患老血清48例について，正常
人標準AB血清を対照として，正常人リンハ球のPHA
反応に対する影響を検討した・
　紛　胃癌進行度との関係
　胃癌患者血清38例を早期胃癌4例，進行胃癌！8例，宋
期胃癌16例の3群に分けそれぞれの血清を正常人リンパ
球に添加しPHA反応を検討し，正常人標準AB血清を
培地に添加した場合の3H－thymidine　uptake上ヒで検討
した．
　iii）胃癌別出術後の血清によるPHA反応の影響
　正常人リンパ球10丁目用い，胃癌患者の胃癌易U出術前お
よび術後2週目の血清1！例による3H－thymidine　uptake
の影響を正常人標準AB血清を培地に添加した場合の
3H－thyエnidine　uptake比で検討した．
　②　動物実験
　a）精製toxohormoneの投与法
　精製toxohQrmoneを21ng／headの割合で，5m4の生
理食塩水に溶解させたのち，0・2m6ずつ3時間々隔で1日
5回，5日間にわたって正常ラッ1・20匹の腹腔内に注射し
6日目のラットを実験に供した・対照として生理食塩水の
みおよび正常人胃組織抽出物質2mg／headをそれぞれ20
匹ずつに同様に注射した．
　b）精製toxohormone処置ラット淋巴球の
　　　PHA反応
　精製toxohormQne注射6日目のラッi・20匹のリンパ
球をEagle　MEMで3回洗浄後homologous正常ラッ
ト血清を培地に加え，PHA反応を検討した．対照として
正常人胃組織抽出物質で処置したラットリンパ球の幼若化
率および3H－thymidine　uptakeを検討した．また生理食
塩水のみで処置したラットリンパ球3H－thy皿idine　up．
takeの比で検討した．
　（3）125工標識PHA－Pのリンパ球への結合に対する
　　　精製toxohorlnoneの影響
　正常人リンパ球10例につき，それぞれ精製toxohor－
moneの各量を添加し，1251標識PHA－Pのリンパ球の結
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合を険朝した．対照として，正常人リンパ球10例につき，
正常人胃組織からの抽出した物質の各：量を培地に添加し同
様に検討した．
　　　　　　　　　実験成績
A．癌患者のリンパ球1こ関する成績
1）癌患者のリンパ球のPHAによる幼若化率
　　および3H・t｝1ymidineロptake
　（1）正常人リンパ球
　Fig，1，　Fig．2に示す如く正常人リンパ球のPHAによ
る若化率は，76．1±7．5％，3H－thymidine　uptakeは単位
細胞あたり59．18±20．46×10刈dplnであった．
　（2）癌患者リンパ球
　Fig．1，　Fig．2に示す如く，癌患者リンパ球のPHAに
よる幼若化率は，43．2±！3．7％，3H－thymidine　uptakeは
単位細胞あたり16．62±9．64×10－4dplnで正常ノ」ンパ球
に比較し有意の低下を認めた．
　（3）　胃癌捌出術後2週間後の患者リンハ球
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　Fig．　Z　Respon＄e　of　peripheral　lymphocytes
　　　　　to　PHA　in　autolQgous　seruIn．
　胃癌刎出術後2遁1間後の患者リンパ球のPHA反応の結
果はFig．1，　Fig・2に示す如くである・術後の幼若化率は
68．5±6．1％，3H－thymidine　uptake｝よ49．00±9．79×10－4
dpmであった．これらの結果は術前の幼若化率48．5±
6．3％，　3正｛一thynユidine　uptake　28．15±6，69×10－4　dplnセこ
比i鮫しPHA反応の一L昇を認めた．
　（4）胃癌患者リンパ球の洗浄による影響
　11耳癌患者リンパ球を洗浄前のPHA反応とEagユe　MEM
により3回洗浄後，homologous正常血清を加えた場合の
PHA反応の結果はFig．3，　Fig．4に示す如くである．洗
浄前の幼若化率は34．9±！2．7％，3H－thy皿idine　uptake
は単位細胞あたり34．54±1253×10－4dpInであった．洗
浄後の幼若化率は47．7±12．9％，3H－thymidine　uptake
は54．14±13．92×10晶dpmと洗浄前のPHA反応に比較
し上昇を認めた．
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2）1251標識PHA’pのリンパ二四面への結合
　結果はFig，5に示す如くである．正常人リンパ球の場
合，単位リンパ球に4．1±1．4×106PHA－P分子が結合し
た，胃癌患者リンパ球の場合，4．9±！．7×！06PHA－P分子
が結合し正常人リンパ球の場合に比較し有意差を認めなか
った．
10×106
P石5、106
k9＄5u20E壽1、τ05
LymphocyteNomal　contro1Cancer　patient
M　士　s 4．1　士　1．4 4．9　士　1．7
　　H：　Hean　value　　　　　　＋　S＝　Stand己rd　deviation
Fig．5　Attachment　of　l251－PHA　to　surface　of
　　　　lymphocyte　from　normal　controls　and
　　　　patients　with　carcinoma．
B．癌患者血清に関する成績
1）正常リンパ球のPHA反応に対するautologous
　　およびhomologous血清の影響
　正常人リンパ球のPHA反応に対する血清の影響の結果
はFig．6に示す如くである．正常autologous血清の場
合の3H－thymidine　uptake比は1．06±0．13正常hQmol一
。gOUS血清の場合0．97±0．20であった．両者には有意差を
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Fig．6　Effect　of　autologous　and　homologous
　　　　sera　on　responsiveness　of　n・rmal
　　　　lymphocytes．
認めなかった．胃癌患者血清の場合には0．47±0．18と明ら
かな3H－thymidlne　uptake上ヒの低下を認めた．
2）胃癌患者リンパ球のPHA反応に対するautologous
　　およびhomologOUs血清の影響
　胃癌患老リンパ球のPHA反応に対する」血1清の影響の
結果はFig．7に示す如くである．　Autologous胃癌患者
血清の場合の3H－thymidine　uptake比亭よ，0．27±0．13
homologous胃癌患老血清の場合0．28±0．16と両年には
有意差を認めなかった．胃癌患者リンパ球をEagle　MEM
で3回洗浄後，homologous正常人血清を培地に加えた場
合0．40±0．12と上昇を認めた．
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Fig．7　Effect　of　autologous　and　homologous
　　　　sera　on　PHA　responsiveness　of　patients
　　　　with　gastric　carcinoma，
3）各種癌患者血清添加による正常リンパ球
　　 PHA反応
　（1）各種癌患者血清との関係
　各種癌患者血清の影響の結果はFig．8に示す如くであ
る．正常人血清の場合の3H－thylnidine　uptake比は1．01
±0．08であった，癌患者血清の場合0．74±0．19と有意の低
下を示した．
　（2）胃癌進行度との関係
　胃癌進行度との関係の結果はFig・9に示す如くである．
早期胃癌患者血清の場合の抑制は明らかでないが，進行胃
癌患者血清の場合，0・76±0．09，末期胃癌患者血清の場合
0．55±0．09と明らかな低下を示し，癌の進行度と癌患者血
清との関係が推定された．
　（3）胃癌別訴術後の血清による回復
　結果はFig．！0に示す如くである・胃癌易1」出術後2週目
の血清による3H－thymidine　uptake比1よ0．92±0．08であ
る．術前の場合0・76±0・09であり，術後の血清で有意の上
昇を認めた．
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C．精製toxohoτmoneに関する成績
1）■｝昌，酌’‘♪のリンパ球のPHAによる幼若化率
　　および3H・thymidine　Uptakeにおよぼす精製
　　toxohormone添加の影響
　（1）Z’z禦～‘’・oのリンパ球のPHA反応におよぼす
　　　精製toxohorlllone添加の影響
　精製toxohormoneおよび正常人胃組織抽出物質の添
加の影響の結果はFig．11，　Fig．12，　Fig．13，　Fig．14に示
す如くである．正常人胃組織抽出物質の添加の場合，幼若
化率および3H－thymidihe　uptakeにウよ有意差を認めなか
った．精製toxohormone　50／‘9以一1この添加の場合，幼若
化率は40．2％以下3H－thymidine　uptake比は0．05±0．02
以下に低下し明らかに有意差を認めた．
　（2）1251標識PHA－Pのリンパ球膜而への結合に
　　　およぼす精製tQxohormoneの影響
　1251標識PHA－Pの結合におよぼす精製toxohormone
の影響の結果はFig．15に示す如くである・精製toxo－
hormoneは1251標識PHA－pのリンパ球膜面への結合に
影響をおよぼさない結果をえた．
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　　精製toxohormoneの影響
　乃’τ，1τ・oのリンパ球におよぼす精製toxohormoneの
影響の結果はFig．16，　Fig．17に示す如くである．
　精製toxohormone腹腔内処置ラットリンノ～球の幼若
化率は44・4±7．2％であった．3H－thymidine　uptake比は
0．08±0，03であり明らかな低下を示した．
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　正常人胃組織抽出物質処置ラットリンパ球の場合は
PHA反応におよぼす影響を認めなかった，
総括ならびに考按
　最近の医学の進歩に伴い生体の細胞性免疫能の検．索方
法にもいちじるしい発展がみとめられた．リンパ球の幼若
化現象，細胞障害試験，colony　inhibition　testおよび
macrophage　Inigration　i血hibition　testなどである．こ
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のうちリンパ球の幼若化現象は特異的抗原による幼若化と
非特異的刺激による幼若化とに分けて考えられている19・20）．
非特異的刺激としてはPhaseolus　vulgarisから抽出した
1〕hytohemaggulutinin（PHA）が胸腺依存性のリンパ球
（T－cell）を刺激し幼若化させることが明らかとなった．骨
髄依存性のリンパ球（B－ce11）はPHAにより刺激されず
phytolacca　americana（poke“・eed　mitogen）により活
性化される21・22）・この様なPHAを用いたT－cellの幼若
化現象はT－ce11の機能状態をよく示すことT－cellが生
体の細胞性免疫の主役を演じていると考えられていること
から，生体の細胞性免疫能を知る普偏的な手段として，リ
ンパ球の～〃て鹿roにおけるPHA反応が広く受け入れら
れている．著者は今回48例の癌患者のリンパ球にについ
てautologous血清のもとで勝て，”7ηのリンパ球の
PHA反応を・その幼若化率および3H－thymidine　uptake
から検討し・正常人のリンパ球のPHA反応と対比し，きわ
めて明瞭な低下をみとめた．この結果は最近多くの研究者
が・癌患者リンパ球のPHA反応が低下し，癌の進行度お
よび予後とよく平行すると報告23，24・25）していることと一致
する．また多くの報告をみても癌患者リンパ球のT－cell，
B－ce11　subpopulationに著変がみられ難いとされている
ことから・研究結果は癌患者ではリンパ球のT．cell　sub．
populatiQnの減少よりはT－ce11の機能が低下し，非特
異的細胞性免疫能が障害されているものと考察することが
出来よう・それではどの様な機序が癌患者のT－ceII機能
を低下させているのであろうか，この点については今日未
だ明確な結論がえられていない．癌患者では正常リンパ球
と異なった異常なリンパ球が産生されるのか，癌患者のリ
ンパ球が何等かの障害をうけ内因的欠陥をもっているのか
すなわち癌患者のリンパ球自身の側に原因を求むべぎもの
なのか，あるいは癌患者の血清側に何らかの障害作用があ
って，癌患者リンパ球に影響を与えているものなのかなど
の諸点が考察されるのである・癌患者リンパ球のPHA反
応は，手術により癌を全易U出すると短期間で正常値に近く
回復すること26・27），また癌の進行度，予後と比較的よく平
行し，予後の判定に役立つとされていること25・28），さらに
癌患者のリンパ球をEagle　MEMで3回以上洗浄すると
PHA反応が正常値に近く回復する症例のみられること，
などの諸事実は癌愚者のリンパ球のPHA反応の低下が癌
患者血清側にあってリンパ球に影響を与えている可能性を
推測させるのである・しかしこの場合，用いたPHAがは
たして癌患者のリンパ球の膜面に結合し，作用しているか
どうかを検討してみる必要があろう．
　1251標識PHA－Pを用いて，正常人リンパ球の単位細胞
に結合するPHA分子数を検討してみるに4．1×106個であ
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るが藷儲のリンパ髄・u・・1・9QU・鵬下押凱た
場合のPHA分子の齢は・・・・…個であ。た．．の結
果からPHAの縮・ついては正常人リ・パ球でも縮老
リンパ球で嵯跡なく・・HAがヲ島儲蜻によリリ。
橡膜面への結籠鰭す碓果骸られなかった，と。
ろでPHAによるリンパ渤幼若化現象の機序については
現勧ずしも粉に明らかにされては・・ない、・，PHAが
リンパ球の緬・ecep・・r　s・・…結合後，直ちにリ。．、球
の二化艇す・とカ・知られ，・h・・ph・lip・dの変化と
32PO・の摂耽上昇として鮪されて・・る・9・．巌化後の
代謝剰・つ・・ては・y61・c－AM・の関与・・，…，1，、。，。m。I
enzymeの活性化321・DNA33’・RNA鍼航進34・など
がもたらされる・文献的にみて正常リン、，球のPHA
「ecepto「sit・は平均2・7×・0・個，赤血球では3．4。、0・～
‘’0×105個といわれている・興味ある・と囎都購、こ
測定した灘リンパ球白蛎のリ・パ球では・．2×・。・個と
潮に低下しており・慢性リンパ球性白鹸のリ。パ球の
PHA「ecep…の著灘鰹られて・・る35・．この．とは
PHA「ecept・・からみ・も四獣のリ・パ球は麗リ。
パ球一品のリ・パ球と眼なる・と，す楠ち二者
では膜PHA・ecep…の異常リン・・球が産生されるとカ、
PHA・ecep…に賭がもたらされると賭灘、、ので
ある・K・・nf・1dら36・によれ・ま赤血球のrecep，。．では
sialic　add灘・・はずれてもrecep・・r　s・・，　ac，、。、，y　l、
変化しないが9・1・・…e蝋の移徹・・％のrecep，。r
site　acti・ityを失調から，・栃N－ace、y1、1。。。、a．
mlne’mannOSe灘の変化が問題になるとしている．癌
儲の「ecep・・r　si・・には正常と騒のPHA、・結合す
ることから膜の・i・1ic　acid，・・ユac・Qse，　m。nn。、e，　N．
acetyl・・1ac…am…残基には変化力・ないものと、、焔．
Stoks37）によれ劇ンパ球表面の・・ncanavali。　Aの
「ecepto「は16～25％の結合でリンパ球の・，・i。。、i。。が
みられるとしているしたカ・・て縮者リンパ球では，
PHAのrecep・・r　s…の・elec・…1・ssとかm。、k、。g
購灘いのである・しか礪儲リンパ勅PHAによ
る幼若化率および3H－th・midi・・up・・k・は著しく低下し
ている・この・とは癌患者リンパ球力・PHAの。ecep，。r
site四川後の細胞内代謝過程に障害があると哉ざるを
えないのである．
正常人リンパ球を用いて・u・・ユ・9・u・，h。m。1。9。u、の
正常人山によるPHA反応の影響即言寸しみた．。の場
合糠三山を一定にして比較する必要性力・ら正常人騨
AB蜻を対照として用・…im・1・・i・・ra・i。で検討する
に・正常人血清では・・97…20であるカ・，隔儲艦を
恥た場合には0・47・…8と明らかにPHA反応の抑制が
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認められた．次に胃癌患者リンパ球を用いてautologous，
homologousの胃癌患者血清によるPHA反応をみると，
いずれもPHA反応の抑制が認められるが，胃癌患者リン
パ球にhQlnologousの正常人血清を用いてPHA反応を
みると，PHA反応の抑制が回復する症例がみとめられる
ことである．特に末期癌患者のリンパ球では抑制の回復が
認められ難い．
　以上のことは胃癌患者血清中には非特異的に煽て，ゼ’ro
のリンパ球のPHA反応を抑制する作用のあることを示唆
するとともに，他方癌患者リンパ球は特に末期癌のものほ
ど，PHAに反応し難い内的障害を受けていることが示唆
されるのである．
　胃癌患者血清にいってPHA反応の抑制作用と癌の進行
度および病状との関係をみるに，早期癌の血清では抑制作
用が明らかでないが，進行癌および末期癌では著明な抑制
作用を示し，癌の進行度とよく平行して抑制作用が認めら
れるのである・さらに胃癌手術により胃癌を全易薄した症
例では2週間で血清のPHA反応抑制作用が認められなく
なることである．これらの結果については癌患者血清中の
PHA反応抑制作用が，癌組織に由来する物質の癌患者血
清中に流出して作用する可能性と，それらの物質によって
癌患者リンパ球が障害を受ける可能性が強く指摘されるの
であって，末期癌の血清の抑制作用の強いことがこのこと
を示している．
　癌組織が産生する特徴的物質として知られているのは中
原，福岡ら10）により発見されたtoxohormoneである．
中原らは癌組織の加熱上清から得られる物質がマウス肝
catalase活性を特異的に低下させることを報じtoxoho－
rmoneと命名した．その後その本態，作用機構をめぐっ
て多くの報告が重ねられた．福田ら11）は中原のtoxoho－
rmoneをDEAE　Sephadex　column　chromatography
により精製し，その第2分画が微量でマウスの肝catalase
活性を低下せしめることを報じ，漆崎ら38＞はこの精製
toxohormoneの微量連続投与によって正常ラットに当選
ラットにみられると同様の鉄代謝異常を再現出来ることを
報じた11・39）．　そこで著者はこの精製toxohormoneの微
量連続投与を漆崎らの方法に準じて実施し，一応日曝状
態を再現出来ると考えられたラットについてそのリンパ球
の勿η加。におけるPHA反応を検討した．胃癌組織
から得た粗toxohormoneをDEAE　Sephadex　column
chromatographyにより5つの分画に分け，その第2分
画を精製toxohormoneとして2mgを5日間，正常ラッ
トの腹腔内に投与し，投与5日目のラットのリンパ球につ
き幼若化率および3H－thymidine　uptakeを検討し，明ら
かなPHA反応の低下が認められた．しかし正常胃組織よ
り同様の処置にて得た物質の投与を行なったラットのリン
パ球のPHA反応には何等影響が認められなかった．この
ことは胃癌組織からの抽出物であるtoxohormoneの連
続投与によってラットリンパ球のPHA反応の障害がもた
らされたものと云えよう．次に精製toxohormoneを
種々の量で培養液に加え，正常人リンパ球に対する加
τ・珈一〇のPHA反応への影響を検討するに，50μ9以上の
投与でPHA反応の抑制が認められた・対照として正常人
胃組織から同様の方法で抽出した物質によってはPHA反
応の抑制作用は認められなかった．Toxohormoneは容
易にfπu伽。，～ηて，’こ・oにリンパ球のPHA反応を抑制
する作用があることがわかった．125工標識PHAを用いて
人のリンパ球へのPHAの結合に対するtoxohormone
の影響をみるに，toxohormoneはPHAのリンパ球膜面
への結合を抑制する作用は認められなかった．このことは
tQxohormoneがPHAと競合することなく，リンパ球の
幼若化現象に障害を与えることを示すものであり，tox－
ohormoneと前述の癌患者血清とともにPHAのリンパ
球膜面への結合に影響しないことは両者の共通した作用機
序を考察するのに有利である．
　これらtoxohormone，癌患者血清のPHA反応抑制作
用が，リンパ球のPHA　receptor以外の別のreceptor
siteにありPHA反応に抑制的に働くのか，直接リンパ
球細胞内の代謝系に抑制的に働いているのかは直ちに明ら
かにすることは出来ないが，癌患者血清を通じてリンパ球
自身のPHA反応に抑制的に働いていることは確かであ
る．最近北川ら40），石田ら41）はEhrlich腹水癌細胞から
免疫抑制物質を抽出している．とくに北川ら40）はEhrich
腹水癌の癌細胞の核chromatin分画に免疫抑制作用を認
めるとともに，Ehrlich腹水癌移植マウスの血清とそれが
沈降反応を示したと報じている．このことは，この物質が
血中に流出していることを証明するものである．癌細胞の
産生するPHA反応抑制物質が癌患者血中に流出して，癌
患者血清中のPHA反応抑制因子とL．て働いている可能性
はきわめて高いものといえる．従って，今後癌患者血清の
分画，精製によるPHA反応抑制因子の証明が要望される
のである．さらにここに注意すべきことはKamrin42），
Mowbray43ノおよびCooperbandら輔が正常人血清中の
α一globulin分画がゴηて鹿π）のリンパ球のPHA反応を
抑制することを報じ，彼らはこのα一globulin分画をim－
munoregulatryα一910bulin（IRA）とよんでいることであ
る．一般に進行癌血清においては特徴的変化として
Winzler45）によりα一globulinおよびβ一910bulinの増量
することが報ぜられ，末期癌程高度となる．したがって癌
血清においては増量したα一globulinがIRAとしリンパ
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球の写照”oのPHA反応を抑制しているのではないか
という問題である．しかしCooperbandら44）によれば，
このIRAの作用はPHAと競合し，　PHAのリンパ球膜
面への結合を低下させることから，著者の癌血清のPHA
反応抑制作用とは機序を異にする．またAffel　and
Petersら46）が癌血清の91ycoprQteinが腫瘍の増殖を促
進するとし，antibodyに対しsymbodyと名づけた血清
因子は91ycoproteinであり親水性でリンパ球膜面に働き
PHAのreceptor　siteをmaskすることが考えられる
が，著者の癌血清のPHA反応抑制作用はリンパ球膜面へ
の結合に差のないことから，これらsymbodyとは異な
るものといえよう．しかし今後癌血清の分画，精製により
f〃て席roのリンパ球のPHA反応の抑制因子の本態．を明
確にする必要がある．
結 語
　．癌患者の細胞性免疫能の低下機序を解明する目的からリ
ンパ球のPHAによる非特異的幼若化現象を指標として，
臨床的実験的研究を行ない以下の結論をえた．
　1）癌患者リンパ球のPHAによる幼若化率および3H－
thymidine　uptakeは，正常人リンパ球に比較し明らかな
低下を示した．
　2）1251標識PHA－Pの癌患者リンパ球膜面への結合態
度は，正常人リンパ球に比較し有意差を認めなかった．
　3）正常人リンパ球のPHA反応に対する正常人血清と
癌患者血清の影響を検討すると，癌患者血清では明らかな
抑制効果を認めた．
　4）癌患者リンパ球を洗浄後，正常人血清にてPHA反
応と検討するに，そのPHA反応は上昇を示した・
　5）胃癌患者血清のPHA反応の抑制作用は，癌の進行
度および病状と平行するようである・
　6）胃癌日出術後2週目の血清によるPHA反応は，術
前の血清の場合に比較し，上昇を認めた．
　7）／〃τ，吻・oのリンパ球のPHA反応は精製toxoho－
rmone　50μ9添加で抑制された・
　8）PHAのリンパ一群面への結合態度には，精製tox－
ohormoneは影響を及ぼさなかった・
　9）精製toxohormoneをラット腹腔内に2mg　5日間
微量反復投与した場合，そのラットリンパ球のPHA反応
は明らかに抑制された．
　以上から，癌患者の細胞性免疫能の低下には癌患者血清
中のPHA反応抑制因子が重視される・
　稿を終るにあたり，本研究に御助言をいただいた癌研内
科教室員各位に感謝いたします．
　なお，本論文の一部は、，第29回日本癌学会総会，第30
回日本癌学会総会および第31回日本癌学会総会において
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r発表した．
　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和50，10．30受1付）
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